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緒 言
成 人 性 歯 周 炎 の 病 原 性 菌 と し て, 現 在 注 目
さ れ て い る 偏 性 嫌 気 性 菌 の 一 種 で あ る 黒 色 色
素 産 生 性 の  POrphyromonas ( 旦acter01des)
gingivalisl～5)は, 唾 液 で 被 覆 さ れ た ハ ィ ド
ロ キ シ ア パ タ イ ト に 付 着 し た り, 赤 血 球 を は
じ め グ ラ ム 陽 性 レ ン サ 球 菌 と 凝 集 し た り, 日
腔 粘 膜 上 皮 細 胞 に 付 着 す る こ と が よ く 知 ら れ
て い る 6¬2).Okudaと TakazOeは日 腔 よ り 分
離 し た 黒 色 集 落 を 形 成 す る Bacteroides種の
59株中 29株に 強 い 赤 血 球 凝 集 活 性 を 有 す る こ
と を 明 ら か に し た 13)。 そ の 後 , Porphyromo―
nas gingivalis(以下 , P.gingivansと記 載 )
の も つ 赤 血 球 凝 集 素 の 分 離 ・ 精 製 が 多 く の 研
究 者 に よ り 試 み ら れ て き た が 9・14,15), ぃ ず
れ の 報 告 も 部 分 精 製 さ れ た も の で あ り, 従 っ
て , 凝 集 素 の 分 子 量 に 関 し て は 様 々 な 数 値 が
提 示 さ れ て い る 。 ご く 最 近 , Nishikataと
Yoshinuraは凝 集 素 を 単 離 し, そ の 分 子 量 は
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約 44kDaのタ ン パ ク 質 で あ る と 報 告 し て い る
16)。 ま た , P.gingivalisの外 膜 上 に は, 線
毛 様 構 造 物 (pili, pilus―like fibers,
fimbria―like structures)が存 在 す る こ と
が 知 ら れ て い る 6.7.13)。以 前 に は 赤 血 球 凝
集 素 は こ の 線 毛 様 構 造 物 に あ る と 考 え ら れ て
ぃ た が 6.7.13), Yoshimuraら17)が精 製 し た
線 毛 (fimbriae)には 赤 血 球 凝 集 活 性 が な い
と い う 報 告 が あ っ て 以 来 , 最 近 で は む し ろ 否
定 的 な 見 解 が 強 い 。 一 方 , 本 菌 の 菌 表 面 に は
膜 胞 (vesicles)が存 在 し, 37℃の 培 養 条 件
下 で は 膜 胞 は 培 養 上 清 に 放 出 さ れ る.Okuda
ら 15)は培 養 上 清 か ら 分 離 し た 赤 血 球 凝 集 素
を 電 子 顕 微 鏡 で 観 察 す る と, 膜 胞 ま た は 管 状
構 造 物 (vesicle Or tube H ke structure)
が み ら れ る と い う。 一 方 , Grenierと
Mayrandは培 養 上 清 よ り 膜 胞 を 分 離 し, こ の
標 品 は, 外 膜 と は 異 な り, タ ン パ ク 質 分 解 酵
素 活 性 , 赤 血 球 凝 集 活 性 お よ び 菌 凝 集 活 性 な
ど を 併 せ て 保 有 し て い る こ と を 指 摘 し て い る
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18) 本 菌 の も つ 赤 血 球 凝 集 活 性 を 一 つ の 指
標 と し て 測 定 す る こ と は, 本 菌 の 回 腔 組 織 ヘ
の 付 着 能 や 異 菌 種 と の 凝 集 能 を 知 る 上 で 非 常
に 有 用 で あ る 。 さ ら に, 赤 血 球 凝 集 活 性 に 対
す る 阻 害 因 子 を 調 べ る こ と は, 本 菌 の も つ 受
容 体 特 異 性 の 解 明 が 可 能 で あ る ば か り か , さ
ら に, 本 菌 の 先 述 し た 付 着 機 構 の 解 明 に も 役
立 つ と 考 え ら れ る 。 Slotsと Gibbonsはヒ ト
唾 液 に は, P.gingivaHsと赤 血 球 と の 凝 集 を
阻 害 す る 高 分 子 量 の 物 質 が 存 在 す る こ と を 初
め て 指 摘 し た 6)。 そ の 後 , 同 様 の 結 果 を
Okudaら7)が報 告 し た も の の, 赤 血 球 凝 集 阻
害 因 子 の 研 究 に は 進 展 が み ら れ ず , そ の 本 態
は 明 ら か に さ れ て い な い 。
そ こ で , 本 研 究 で は, 低 分 子 量 の 阻 害 ペ プ
チ ド に 焦 点 を 絞 り , ヒ ト 耳 下 腺 由 来 の 唾 液 よ
り, 分 離 ・ 精 製 す る こ と を 試 み, 精 製 ペ プ チ
ド の 諸 性 質 な ら び に 本 ペ プ チ ド の P.gingiva―
lis菌表 層 部 に 存 在 す る 赤 血 球 凝 集 素 と の 結
合 性・を 明 ら か に す る こ と を 目 的 と し て , 以 下
-4-
の 実 験 を 行 っ た 。
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実 験 材 料 な ら び に 方 法
1  . ヒ ト 耳 下 腺 由 来 の 唾 液 採 取
ヒ ト 耳 下 腺 由 来 の 唾 液 は, ク エ ン 酸 刺 激 で ,
Keene19)の方 法 に よ り, 年 齢 20～30歳の 健 康
な 成 人 よ り 氷 冷 下 で 採 取 し た 。 採 取 後 , 直 ち
に -20℃に て 凍 結 保 存 し た 。
2.供 試 菌 株
Porphyromonas gingivalis 381,  ATCC
33277株, Prevotella loescheii ATCC
15930 株 ,  Prevotella nelaninogenica ATCC
25845 株 ,  Prevotella intermedia ATCC
25261 株 ,  Prevotella denticola ATCC
33185株は, サ ン ス タ ー (株)基 礎 研 究 所
り 分 与 さ れ た 。 こ れ ら の 菌 株 を, 40mg/ml
ト リ プ チ ケ ー ス ソ イ ア ガ ー (BBL:Becton
Dickinson Bicrobiology Systems, Cockeys―
ville,MD,Uo S.A。), lmg/mlの酵 母 エ キ ス 末
(BBL), 5μg/mlのヘ ミ ン,  lμ g/mlのメ ナ
?
?
?
?
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ジ オ ン, 5%ヒッ ジ 脱 繊 血 を 含 む 血 液 寒 天 培 地
に 接 種 し, 嫌 気 培 養 装 置 (Forma Scientific
Anaerobic System Model 1024: Morietta,
OH, U.So A。)を 用 い , 嫌 気 的 条 件 下 (10%
C02,10%H2,80%N2)にて 37℃で 培 養 を 行
い , 1週 間 ご と に, 新 た な 培 地 に 継 代 培 養 し
て 保 存 し た 。 供 試 菌 の 培 養 は , 保 存 培 地 よ り
lmg/mlの酵 母 エ キ ス 末 , 5μ g/mlのヘ ミ ン ,
lμ g/mlのメ ナ ジ オ ン を 含 む ト リ プ チ ケ ー ス
ソ イ プ ロ ス (BBL)10m Hこ接 種 し, 嫌 気 的 条
件 下 (10%C02, 10%H2, 80%N2)にて 37℃,
48時間 培 養 し た 。 こ の 培 養 液 を 同 培 養 液 90ml
に 移 し, 同 一 条 件 下 で 培 養 し た 。
Streptococcus cricetus E49株,  Strepto―
c o c c u s   r a t t u s   F A - 1 奉朱 ,  s_l r e p t o c o c c u s
mutans NCTC 10449,  MT703R,  OMZ175 株 ,
Streptococcus sobrinus B13,  6715株
,
Streptococcus downei MFe28株,  Strepto―
coccus mitis ATCC 9811株,  StreptocOccus
sanguis ATCC 10557株は , 本 学 口 腔 細 菌 学
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講 座 , 浜 田 茂 幸 教 授 よ
菌 は,  ブ レ イ ン ハ ー  ト
分 与 を 受 け た 。 供 試
ン フ ュ ー ジ ョ ン ア ガ
― ( Difco Laboratories, Detroit, MI, Uo S
.A.)の高 層 培 地 に 穿 刺 培 養 し た 後 , 4℃で
冷 所 保 存 し, lヶ月 ご と に, 新 た に 穿 刺 継 代
培 養 し た も の を 用 い た 。 こ れ ら の 菌 の 培 養 は ,
保 存 培 地 よ リ ブ レ イ ン ハ ー ト イ ン フ ュ ー ジ ョ
ン (Difco Laboratories)10■1に 接 種 し, 好
気 的 条 件 下 で 37℃, 24時間 静 置 培 養 し た 。 こ
の 培 養 液 を 同 培 養 液 90■1に 移 し, 同 一 条 件 下
で 培 養 し た 。
培 養 し た 口 腔 細 菌 を, lo,o00xg, 20分間 の
遠 心 操 作 に よ り 集 菌 し, 生 理 的 食 塩 水 で 3回
洗 浄 後 , 0。15M塩化 ナ ト リ ウ ム を 含 む 10mMリ
ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 (PBS)(pH 7.0)ま
た は 0.15M塩化 ナ ト リ ウ ム を 含 む lomMトリ ス
塩 酸 緩 衝 液 (TBS)(pH 7.0)に適 当 に 懸 濁
し た 。 ま た, 供 試 菌 数 と 赤 血 球 数 は Burker―
Turk型の 血 球 計 算 盤 を 用 い て 算 定 し た 。
?
?
?
?
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3。 赤 血 球 凝 集 活 性 の 阻 害 効 果 の 判 定
1)マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 用 い た
P.gingivalis 381株の 赤 血 球 凝 集 活 性 の 阻 害
度 の 測 定
赤 血 球 凝 集 反 応 は 菌 懸 濁 液 50 μ lをマ イ ク
ロ タ イ タ ー プ レ ー ト (V底型 :ペ ト レ イ 96V,
テ ル モ, 東 京 )上 で , 10mM PBS(pH 7.0)50
μ lで連 続 2倍 希 釈 し た 各 ウ ェ ル に, 2%のヒ
ト 赤 血 球 50μ lを加 え, プ レ ー ト ミ キ サ ー (
東 洋 科 学 産 業 , 東 京 )で 30秒間 混 合 し, 室 温
に て 1時 間 放 置 し た 後 , そ れ ぞ れ の 凝 集 を 判
定 し た 。 赤 血 球 の 凝 集 の 判 定 は, マ イ ク ロ タ
イ タ ー プ レ ー ト の 底 に カ ー ペ ッ ト 状 の 赤 血 球
薄 膜 を 形 成 す る も の を 陽 性 と 判 定 し た 。 赤 血
球 凝 集 活 性 力 価 は 凝 集 が 認 め ら れ る ウ ェ ル の
最 大 希 釈 倍 数 で 表 し た 。 な お, 赤 血 球 凝 集 現
象 は 光 学 顕 微 鏡 下 で も 確 認 し た 。
赤 血 球 凝 集 活 性 の 阻 害 度 は, 阻 害 物 質  25
μ lと, 赤 血 球 凝 集 活 性 力 価 を PBsで4に 調
整 し た 菌 懸 濁 液 25 μ lを混 合 し, 室 温 で 30分
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間 反 応 さ せ た 後 , さ ら に 2%赤血 球 50 μ lを添
加 し, 1時間 , 室 温 で 放 置 し た 後 , 判 定 し た 。
2)分 光 光 度 計 を 用 い た P.gingivaHs 381株
の 赤 血 球 凝 集 活 性 の 阻 害 度 の 測 定
10mM PBS(pH 7.0)2■1の 反 応 液 中 に  5x
107個の 赤 血 球 と 3x108個の P.gingivalis 381
菌 体 お よ び 阻 害 物 質 を 入 れ , 分 光 光 度 計 (Uv
-265FW, 島 津 製 作 所 , 京 都 )を 用 い て 、 37℃
で 授 は ん し な が ら, 波 長 542 nmにお け る 吸 光
度 変 化 を 測 定 し た 。 反 応 開 始 後 5分に お け る
吸 光 度 の 減 少 か ら, 阻 害 率 を 算 出 し た 。
4.ア ミ ノ 酸 分 析
精 製 ペ プ チ ド を 6N HClに溶 解 し, 減 圧 封 管
し た 試 験 管 中 で , 110℃, 24時間 の 加 水 分 解
を 行 っ た 後 , ア ミ ノ 酸 分 析 計 (L-8500, 日 立
製 作 所 , 東 京 )で 分 析 し た 。
5。 ア ミ ノ 酸 配 列 の 決 定
精 製 ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 の 決 定 は ,
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477A気相 式 シ ー ケ ン サ ー (App h ed Biosys―
tems lnc., Fostercity, CA, Uo So A.)を用
い , 自 動 エ ド マ ン 法 に よ り, 3-フェ ニ ル ー 2-
チ オ ヒ ダ ン ト イ ン 誘 導 体 (PTH―ア ミ ノ 酸 )を
生 成 さ せ , PTH―ア ミ ノ 酸 を 単 一 溶 媒 溶 出 法 に
よ り 同 定 す る こ と に よ り 行 っ た 20).
6. 質 量 分 析
精 製 ペ プ チ ド の 質 量 数 は , 質 量 分 析 計
(JMS―HX 100:Jeol Ltd., 東 京 )を 用 い て ,
高 速 電 子 衝 撃 法 (FAB)で, 分 子 に 水 素 イ オ
ン が 1個 付 加 し た 1価 の 正 イ オ ン [M+H]+を測
定 し, そ の 数 値 か ら 決 定 し た 。
7.  SDS―ポ リ
SDS―ポ リ ア
?
?
?
?
ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動
リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 (
SDS―PAGE) は ,  Phast S y s t e lll ( Pharmacia
LKB Blotechnology AB, Uppsala, Sweden)
を 用 い, 通 法 に 従 っ て 行 っ た 。 分 離 し た ペ プ
チ ド 標 品 を 2.5%ドデ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム (
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sodiun dodecyl sulfate: SDS), lmM エ チ
レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 塩 (sodium
ethylenedianinetetraacetate: EDTA),
0.01%プロ ム フ ェ ノ ー ル プ ル ー お よ び  5%2-
メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 含 む lomMトリ ス 塩 酸
緩 衝 液 に 溶 解 し た 後 , 100℃, 5分 間 熱 処 理
し た 。 0.112M酢酸 お よ び 0.112Mトリ ス を 含 む
PhastCel high density( Pharmacia LKB) を
支 持 体 と し て , 0。2Mトリ シ ン, 0.2Mトリ ス お
よ び 0.55%SDSを含 む PhastGel SDS Buffer
Strips(Pharmacia LKB)を用 い, 15℃, 10
mAの条 件 下 で 泳 動 し, そ の ゲ ル 中 の タ ン パ ク
質 を 0.1%クマ シ ー プ リ リ ア ン ト ブ ル ー を 用 い
て 検 出 し た 。 分 子 量 の 測 定 に は, ミ オ グ ロ ピ
ン Ⅲ, ミ オ グ ロ ピ ン Ⅱ, ミ オ グ ロ ピ ン I, ミ
オ グ ロ ビ ン I&Ⅱ お よ び ミ オ グ ロ ビ ン (分子
量 測 定 キ ッ ト, 1860-101分子 量 マ ー カ ー ,
Pharnacia LKB)を用 い た 。
8.ペ プ チ ド の 合 成
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ペ プ チ ド の 合 成 は, 430Aペプ チ ド 合 成 装 置
(Applied Systens lnc.)を用 い て , Boc―ア
ミ ノ 酸 を 使 用 し て, 対 掌 性 無 水 物 法 に よ る 固
相 法 に よ り 行 っ た 。 本 実 験 に 使 用 し た 合 成 ペ
プ チ ド は, 大 阪 大 学 蛋 白 質 研 究 所 , 相 本 二 郎
助 教 授 よ り ご 提 供 を 受 け た も の で あ る 。
9.ペ プ チ ド の Na1251によ る 標 識
ペ プ チ ド は ク ロ ラ ミ ン ーT法 に よ り Na1251で
標 識 し た 21)。 す な わ ち, loo μ gのペ プ チ ド
を loμ lの50mMリン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 (pH
7.5) に 溶 解 さ せ, さ ら に,  lo μ lの 33mCi
/ml Na1251 ( IcN Radiochemicals, Irvine,
CA,U.So A.)と5μ lの0。 5ng/■1ク ロ ラ ミ ン ーT
溶 液 を 加 え て , 室 温 に て 反 応 を 開 始 し た 。 60
秒 後 に 10μ lのlng/mlメタ 重 亜 硫 酸 ナ ト リ ウ
ム 溶 液 , 10 μ lの 0。 2M N―ア セ チ ル チ ロ シ ン
溶 液 お よ び lo μ lのlmg/mlヨウ 化 ナ ト リ ウ ム
溶 液 を 添 加 し て 反 応 を 停 止 し た 。
標 識 ペ プ チ ド は ベ ッ ド 体 積 0。 lmlの
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Heparine―S pharose CL-6B( Pharmacia LKB)
カ ラ ム に て 分 離 し た 。 10mMトリ ス 塩 酸 緩 衝 液
(pH 7.0)で平 衡 化 し た カ ラ ム に 吸 着 さ せ た
後 , 同 緩 衝 液 で 充 分 洗 浄 し, 1.5M塩化 ナ ト リ
ウ ム を 含 む 10hMトリ ス 塩 酸 緩 衝 液 (pH 7.0)
で 溶 出 し, 標 識 ペ プ チ ド を 得 た 。
10。 標 識 ペ プ チ ド の 回 腔 細 菌 と の 結 合 性
結 合 実 験 は, 非 特 異 的 結 合 を 抑 制 す る た め
に, シ リ コ ン 処 理 を 行 っ た 1.5mlポリ プ ロ ピ
レ ン 遠 心 管 を 用 い て 行 っ た 。 日 腔 細 菌 を 10mM
TBS(pH 7。0)に懸 濁 さ せ た 液 に 標 識 ペ プ チ
ド と 非 標 識 の ペ プ チ ド を 添 加 し て , 最 終 容 量
100 μ lとし て , 4℃と 37℃で 反 応 さ せ た 。 反
応 後 , 菌 体 を 10mM TBS(pH 7.0)で2回 洗 浄
し,  さ ら に 0.5M塩化 ナ ト リ
リ ス 塩 酸 緩 衝 液 (pH 7.0)
ム を 含 む 10mMト
1回 洗 浄 し た 。
?
?
?
?
沈 殿 物 に 少 量 の 10■M TBS(pH 7.0)を加 え て
懸 濁 さ せ た 後 , 別 の シ リ コ ン 処 理 を 行 っ た
1.5mlポリ プ ロ ピ レ ン 遠 心 管 に 懸 濁 液 を 移 し ,
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菌 体 の 放 射 能 を ガ ン マ カ ウ ン タ ー (LKB―
Wallac 1282 CompuGanma, Wallac Oy.,
Turku,Finland)で測 定 し た 。
非 標 識 ベ プ チ ド を 添 加 し な か っ た 際 に み ら
れ る 結 合 を 総 結 合 , 非 標 識 ペ プ チ ド (lx10~3
M)を 添 加 し た 際 に み ら れ る 結 合 を 非 特 異 的
結 合 と し, 総 結 合 か ら 非 特 異 的 結 合 を 差 し 引
い た 値 を 特 異 的 結 合 と し た 。 な お, 各 実 験 は
2回 行 い, そ の 平 均 値 を 求 め, 結 果 に そ れ ぞ
れ 示 し た 。
1.レ セ プ タ ー の 分 子 量 の 測 定
NeufeldとOospodarowiczの方 法 22)によ
り 標 識 ペ プ チ ド と レ セ プ タ ー と を 架 橋 剤 に よ
リ ク ロ ス リ ン ク し た 。 標 識 ペ プ チ ド を 試 験 管
あ た り lx106 cpm添加 し, 0.5mM Cu2+ィォ ン
存 在 下 で , 結 合 実 験 と 同 様 に 反 応 さ せ , そ の
後 , 洗 浄 し た 。 こ れ に 0。 15mM Disuccinini―
dyl suberate( DSS: Pierce, Rockford, IL,
UoS.A.)を含 む 10mM PBS(pH 7.0)を加 え ,
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室 温 で 15分間 作 用 さ せ ク ロ ス リ ン ク さ せ た 。
次 t  ヽで  lmM phenylmethylsulfonylfluoride,
lmM EDTAを含 む 10mM PBS(pH 7.0)で2回 洗
浄 し, 上 清 を 吸 引 除 去 し た 。 沈 殿 物 を 10mM試
料 用 ト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 (pH 6.8)(1%｀SDSと
20%グリ セ リ ン 含 有 )中 で , 65℃, 15分間 加
熱 し た 。 そ の 後 , 遠 心 処 理 を 行 い, 上 清 に 2-
メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 加 え, loo℃, 3分問
加 熱 し た 後 , SDS―ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド グ ラ ジ
エ ン ト ゲ ル (4-20%)(第一 化 学 薬 品 工 業 ,
東 京 )で 電 気 泳 動 を 行 っ た 23)。 次 に, 10%
ト リ ク ロ ロ 酢 酸 で 固 定 後 , 0。1%クマ シ ー プ
リ リ ア ン ト ブ ル ー で 染 色 し た 。 次 い で ゲ ル を
脱 色 し, 流 水 中 で 水 洗 後 , 65℃で 加 熱 乾 燥 し
た 。 乾 燥 し た ゲ ル を Kodak Diag■osticfilm―
X-Omat XAR-5( Eastman Kodak Company,
Rochester, NY, Uo S.A。)上 で, -70℃, 21日
間 感 光 後 Kodak GBXにて 現 像 , 定 着 し た 。 分
子 量 の 測 定 に は, フ ォ ス フ ォ リ ラ ー ゼ b, ウ
卵 白 ア ル プ ミ ン, 炭 酸 脱シ 血 清 ア ル プ ミ ン ,
-16-
水 素 酵 素 , 大 豆 ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー お よ
び α ― ラ ク ト ア ル プ ミ ン (分子 量 測 定 キ ッ ト ,
LMW kit E, Pharmacia LKB)を用 い た 。
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実 験 結 果
1.P.gingivaHs 381株の 赤 血 球 凝 集 活 性 を
阻 害 す る ヒ ト 耳 下 腺 由 来 の 唾 液 ペ プ チ ド の 精
製
1)限 外 濾 過
-20℃ に て 凍 結 保 存 し て お い た ヒ ト 耳 下 腺
由 来 の 唾 液 500■1を, 4℃の 条 件 下 で 解 凍 し ,
10,000xgで20分間 遠 心 し て 得 ら れ た 上 清 を ,
さ ら に 200,000xgで3時 間 超 遠 心 処 理 し た 。
得 ら れ た 上 清 を 分 画 分 子 量 が 50,000のウ ル ト
ラ フ ィ ル タ ー (東洋 濾 紙 , 東 京 )を 使 用 し ,
限 外 濾 過 を 行 い, 濾 液 を 集 め, 凍 結 乾 燥 し ,
粗 標 品 と し た 。
2)DEAE―Sephadex A-25によ る イ オ ン 交 換 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ
粗 標 品 を 20■1の 50mM酢酸 ア ン モ ニ ウ ム 緩 衝
液 (pH 8.0)に溶 解 し, 同 緩 衝 液 に て 平 衡 化
し た DEAE―Sephadex A-25 ( Pharmacla LKB)
カ ラ ム (2.2x30 cm)を用 い て 分 画 を 行 っ た 。
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非 吸 着 画 分 の 溶 出 後 , 1.5Mの炭 酸 水 素 ア ン モ
ニ ウ ム を 含 む 同 緩 衝 液 を 用 い て , 直 線 濃 度 勾
配 に よ り 吸 着 画 分 を 溶 出 さ せ た 。 280nmにお
け る 吸 光 度 に て タ ン パ ク 質 を 検 出 し た 。 流 速
は 20m1/hで, 6■1ご と に ｀分 取 し た 。 そ の 結 果 ,
図 1に 示 す 分 画 パ タ ー ン が 得 ら れ た 。 マ イ ク
ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 法 で 調 べ た と こ ろ, 赤 血
球 凝 集 活 性 を 阻 害 す る 画 分 は, 非 吸 着 画 分 に
の み 認 め ら れ た 。 こ の 画 分 を 集 め, 凍 結 乾 燥
し た 。
3)Sephadex G-25によ る ゲ ル 濾 過
DEAE―Sephadex A-25 で 得 ら れ た 凍 結 乾 燥
標 品 を 50mM酢酸 ア ン モ ニ ウ ム 緩 衝 液 (pH
8。0)に 溶 解 し, 同 緩 衝 液 で 平 衡 化 し た
Sephadex G-25( Pharmacia LKB) カ ラ ム (
1.6x70 cm)にて ゲ ル 濾 過 を 行 っ た 。 230nm
に お け る 吸 光 度 よ リ タ ン パ ク 質 を 検 出 し た 。
流 速 は 2m1/minで, 1.5mlごと に 分 取 し た 。
そ の 結 果 , 図 2に 示 す 分 画 パ タ ー ン が 得 ら れ
た 。 中 央 の ピ ー ク に 赤 血 球 凝 集 活 性 を 阻 害 す
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る 画 分 (マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 法 に よ る )
が 存 在 し た 。 こ の 画 分 を 集 め , 凍 結 乾 燥 し た
(こ れ を 部 分 精 製 標 品 と 呼 称 す る )。 部 分 精
製 標 品 の SDS―PAGEを行 っ た 結 果 を 図 3に 示 し
た 。 分
｀
子 量 約 2.5kDaの位 置 に 単 一 の バ ン ド が
認 め ら れ た 。 つ ま り, 唾 液 500mlより 約 40mg
の タ ン パ ク 質 が 分 離 ・ 精 製 さ れ た 。
4)逆 相 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ (逆 相
high performance liquid chromatography,
逆  相 HPLC)
部 分 精 製 標 品 を YMC―GEL ODS S5(10x250
mm, YMC, 京 都 )カ ラ ム に 展 開 し, 0.01%ト
リ フ ル オ ロ 酢 酸 溶 液 と 0.01%トリ フ ル オ ロ 酢
酸 を 含 む ア セ ト ニ ト リ ル 溶 液 に よ る 直 線 濃 度
勾 配 に よ り, 流 速 2.5m1/mlで溶 出 さ せ た 。
220 nmにお け る 吸 光 度 で タ ン パ ク 質 を 検 出 し
た 。 そ の 結 果 , 図 4に 示 す 分 画 パ タ ー ン が 得
ら れ た 。 矢 印 で 示 し た 最 大 の ピ ー ク を 分 取 し ,
凍 結 乾 燥 を 行 っ た 。
こ の 凍 結 乾 燥 標 品 を さ ら に Cos■osi1 5C18
-20-
(4.6x250 mm, ナ カ ラ イ テ ス ク, 京 都 )に 展
開 し, 酢 酸 ア ン モ ニ ゥ ム (pH 5.7)を含 む ア
セ ト ニ ト リ ル 溶 液 に よ る 直 線 濃 度 勾 配 に よ り
溶 出 さ せ た 。 分 画 パ タ ー ン は 図 に 示 さ な か っ
た が , 主 要 な ピ ー ク の 直 前 に 小 さ な ピ ー ク が
分 離 さ れ た 。 主 要 な ピ ー ク の み を 分 取 し, 凍
結 乾 燥 し た (こ れ を 精 製 標 品 と 呼 称 す る ).
2.精 製 標 品 の ア ミ ノ 酸 分 析 お よ び ア ミ ノ 酸
配 列
部 分 精 製 標 品 と 精 製 標 品 の ア ミ ノ 酸 分 析 の
結 果 を 表 1に 示 し た 。 部 分 精 製 標 品 に は, 塩
基 性 ア ミ ノ 酸 で あ る ヒ ス チ ジ ン, リ ジ ン, ア
ル ギ ニ ン が 多 く 含 ま れ て い た 。 精 製 標 品 は ア
ミ ノ 酸 残 基 12個か ら な る と 推 定 さ れ , そ の う
ち に 4残 基 の ヒ ス チ ジ ン, 2残基 の リ ジ ン ,
1残 基 の ア ル ギ ニ ン を 含 ん で い た 。
精 製 標 品 の ア ミ ノ 酸 配 列 は エ ド マ ン 分 解 に
よ り  Lys―Phe―His―Glu―Lys―His―His―Ser―His
―Arg―Gly―Tyrと決 定 さ れ た 。 こ の ア ミ ノ 酸 配
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列 は ア ミ ノ 酸 分 析 と 質 量 分 析 の 結 果 と 一 致 し
た 。 精 製 標 品 の 擬 分 子 イ オ ン ([M+H]+)の計
算 値 が 1562.9で, 測 定 値 と 一 致 し て い た 。 こ
の ア ミ ノ 酸 配 列 に 従 っ て , 日 相 法 に よ リ ペ プ
チ ド を 合 成 し た 。 合 成 ベ プ チ ド を 逆 相 HPLCで
展 開 す る と, 精 製 標 品 と 全 く 同 じ 保 持 時 間 の
と こ ろ に 溶 出 さ れ た 。
3.ペ プ チ ド に よ る 赤 血 球 凝 集 活 性 の 阻 害
精 製 標 品 と そ の 合 成 ペ プ チ ド Lys―Phe―His―
Glu―Lys―His―His―Ser―His―Arg―Gly―Tyr ( ペ
プ チ ド Iと 呼 称 す る )並 び に Oppenheimら
24)によ り 報 告 さ れ て い る 合 成 ペ プ チ ド Asp―
Ser―His―Ala―Lys―Arg―His―His-01y―T r―Lys―
Arg―Lys―Phe―His-01u―Lys―His―His―Ser―His―
Arg-01y―Tyr(ペ プ チ ド Ⅱ と 呼 称 す る )と を
用 い て , 赤 血 球 凝 集 活 性 の 阻 害 を 調 べ た 。
分 光 光 度 計 に よ る 赤 血 球 凝 集 活 性 の 阻 害 曲
線 を 図 5に 示 し た 。 精 製 標 品 を 反 応 系 に 加 え
る と, 542n■に お け る 吸 光 度 の 変 化 は み ら れ
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な か っ た 。 合 成 し た ペ プ チ ド Iは 精 製 標 品 と
同 様 に 赤 血 球 凝 集 活 性 を 阻 害 し た の で , 以 下
の 実 験 に は, 合 成 ペ プ チ ド を 用 い た 。 表 2と
表 3に 赤 血 球 凝 集 活 性 の 阻 害 の 結 果 を 示 し た 。
赤 血 球 凝 集 活 性 は ペ プ チ ド Iに よ り 強 く 阻 害
さ れ た が , ペ プ チ ド Ⅱ に よ り さ ら に 強 力 に 阻
害 さ れ た 。 対 照 に 用 い た プ ラ ジ キ ニ ン ポ テ ン
シ エ ー タ ー Cは 阻 害 効 果 を 示 さ な か っ た 。
プ チ ド Iと Ⅱ は 100℃, 30分の 熱 処 理 を 行 っ
て も, 赤 血 球 凝 集 阻 止 活 性 に な ん ら 影 響 を 与
え な か っ た 。
4.標 識 ペ プ チ ド と 口 腔 細 菌 と の 結 合 性
Na1251で標 識 し た ペ プ チ ド Iの 放 射 能 の 比
活 性 は 2.6mCi/μ■olであ っ た 。 標 識 ペ プ チ ド
は 非 標 識 ペ プ チ ド と 同 程 度 に 赤 血 球 凝 集 活 性
を 阻 害 し た 。
種 々 の 口 腔 細 菌 と の 結 合 性 の ス ク リ ー ニ ン
グ で は, lxlo9個の 菌 体 と 5x104 cp■の 標 識
ペ プ チ ド を 4℃な ら び に 37℃で 2時 間 反 応 さ
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せ た 。 供 試 菌 株 と 結 合 し た 標 識 ベ プ チ ド の 放
射 能 活 性 を 表 4に 示 し た 。 4℃ と 37℃と で は ,
結 合 性 の 傾 向 に 大 き な 違 い は み ら れ な か っ た 。
供 試 菌 株 の 中 で は, P.gingivalis 381株を 含
む 偏 性 嫌 気 性 菌 が 標 識 ペ プ チ ド と 強 い 結 合 性
を 示 し た 。 ま た, lxlo9個の 赤 血 球 を 用 い て ,
同 様 に 結 合 実 験 を 行 っ た と こ ろ, 殆 ど 結 合 性
は 認 め ら れ な か っ た 。
以 下 の 実 験 で は ,
い て , 反 応 温 度 を
し た 。
Po gingivalis 381株を 用
4℃ と し て, 結 合 性 を 検 討
図 6に lx109個の Po gingivalis 381株菌 体
と 5x104 cpmの標 識 ペ プ チ ド と の 結 合 の 経 時
的 変 化 を 示 し た 。 特 異 的 結 合 は 10分で ほ ぼ 最
大 に 達 し, 120分ま で 減 少 し な か っ た 。 そ の
た め, 以 後 の 結 合 実 験 の 反 応 時 間 は 120分と
し た 。
次 に, 非 標 識 ペ プ チ ド を 用 い て , lx109個
の LogingivaHs 381株菌 体 と 5x104 cpmの標
識 ペ プ チ ド と の 結 合 の 阻 害 実 験 を 行 っ た (図
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7)。 反 応 系 へ lnm。1の 非 標 識 ペ プ チ ド を 添
加 す る と 標 識 ベ プ チ ド の 結 合 の 阻 害 が み ら れ
は じ め, 100■■olの添 加 で 結 合 は 約  1/3と減
少 し た 。
菌 体 量 を 変 化 さ せ て, 5x104 cpmの標 識 ペ
プ チ ド と の 結 合 を 調 べ る と, lxlo9個で 特 異
的 結 合 は ほ ぼ 最 大 に 達 し, そ れ 以 上 に 菌 体 量
を 増 加 さ せ る と, 非 特 異 的 結 合 が 急 激 に 増 加
し た (図8).
添 加 す る 標 識 ペ プ チ ド 量 を 変 化 さ せ て , lx
109個の LgingiValis 381株菌 体 と の 結 合 の
飽 和 曲 線 を 得 た (図9).2x106 cpmの添 加
で 特 異 的 結 合 は 最 大 と な っ た 。 こ の 結 合 飽
和 曲 線 よ り Scatchard解析 を 行 っ た と こ ろ ,
直 線 プ ロ ッ ト が 得 ら れ, P.gingivans 381株
菌 体 に は, Kd値が 約 3.9x10~6Mの親 和 性 の 低
い レ セ プ タ ー が ,細 胞 1個 あ た り 約 1.5x104
個 存 在 す る こ と が 判 明 し た (図 10)
lx109個の P.gingivalis 381株菌 体 と
104 cpmの標 識 ペ プ チ ド と の 結 合 に 及 ぼ す 2
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価 金 属 イ オ ン の 影 響 を 表 5に 示 し た 。 0.5mM
cu2●ィ ォ ン の 添 加 に よ り 著 し く 結 合 が 増 大 し
た 。
5。 レ セ プ タ ー の 分 子 量 の 測 定
レ セ プ タ ー と 標 識 ペ プ チ ド と を 0。5mM Cu2+
イ オ ン 存 在 下 で DSSを用 い て ク ロ ス リ ン ク さ
せ , SDS―PAGE後, オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ を 行
っ た (図11). 2-メル カ プ ト ェ タ ノ ー ル に
て 還 元 処 理 を 行 っ た 場 合 , 分 子 量  46kDaと43
kDaの位 置 に 2つ の 明 瞭 な バ ン ド が 認 め ら れ
た 。 こ の こ と か ら, レ セ プ タ ー の 分 子 量 は ,
約  44kDaと 41kDaであ る と 推 定 さ れ た 。
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考 察
本 実 験 で は, 耳 下 腺 由 来 の 唾 液 を 分 離 ・ 精
製 の 出 発 材 料 と し, P.gingivalis 381株の も
つ 赤 血 球 凝 集 活 性 を 阻 害 す る 低 分 子 量 の ペ プ
チ ド の 精 製 を 試 み た 。 そ の 結 果 , 精 製 さ れ た
ペ プ チ ド は, 一 次 構 造 が  Lys―Phe―His-01u―
Lys―His―HiS―Ser―His―Arg―Gly―Tyr で あ り ,
分 子 量 が 1562であ つ た 。 こ の ペ プ チ ド は ア ミ
ノ 酸 残 基 12個中 に, 塩 基 性 の ア ミ ノ 酸 を 7残
基 含 み, 特 に, ヒ ス チ ジ ン 残 基 は 4残基 含 ん
で お り, ヒ ス チ ジ ン の 多 い ペ プ チ ド (
histidine―rich polypeptide, HRP) で あ る
こ と が 確 認 さ れ た 。
Hayはヒ ト 耳 下 腺 唾 液 か ら HRPを分 離 し ,
こ れ が ハ イ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト に 強 い 親 和 性
を 示 す こ と を 見 い だ し, こ の ペ プ チ ド が エ ナ
メ ル 質 表 面 の 獲 得 皮 膜 の 形 成 に 関 与 す る こ と
を 示 唆 し た 25).続い て , Baumら26),
MacKayら27)によ っ て HRPが分 離 さ れ , こ の
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H RP  に  は StreptococCus mutans く,  Candida
albicansに対 し て 抗 菌 性 が あ る こ と が 報 告 さ
れ 28,29), そ の 後 , 多 数 の 研 究 者 に よ っ て 確
認 さ れ て い る 24.30‐35)。 1988年に ,
Oppenheinらは HRPに対 し て ヒ ス タ チ ン (
histatin)とい う 名 称 を 与 え, ヒ ス タ チ ン 1,
3お よ び 5の一 次 構 造 を 明 ら か に し た 24).
次 い で 1990年に は, Troxlerらが ヒ ス タ チ ン
1-12を精 製 し, そ れ ら の 一 次 構 造 を 決 定 し た
36)。 こ の ヒ ス タ チ ン は ヒ ト で は 唾 液 腺 に の
み に 局 在 す る こ と が cDNAプロ ー プ に よ り 明 ら
か に さ れ て い る 37.38)。
著 者 は, 上 記 の 研 究 者 ら と は 全 く 独 自 に ,
別 の 角 度 よ り, つ ま り 赤 血 球 凝 集 阻 害 因 子 の
本 態 を 追 究 し た と こ ろ, 精 製 ペ プ チ ド は
Troxlerらが 報 告 し た ヒ ス タ チ ン 8と全 く ア
ミ ノ 酸 配 列 が 偶 然 に も 一 致 し て い た 。 ヒ ス タ
チ ン 8の構 造 は ヒ ス タ チ ン 3, 4, 5, 6, 7,
9お よ び 10にも 共 通 に 存 在 す る た め , ヒ ス
チ ン の 必 須 構 造 で は な い か と 考 え ら れ る 。
?
?
?
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4の 逆 相 HPLCパタ ー ン に 示 し た よ う に, 一 次
構 造 を 決 定 し た 主 要 な ピ ー ク 以 外 に も 多 数 の
ピ ー ク が 含 ま れ て い た 。 結 果 に は 示 さ な か っ
た が , 逆 相 HPLCにお け る 分 離 条 件 を 検 討 し て
他 の ピ ー ク を 分 取 し, そ の 一 次 構 造 を 調 べ た
と こ ろ, ヒ ス タ チ ン が 分 解 さ れ た と 思 わ れ る
ア ミ ノ 酸 残 基 数 の 少 な い 多 数 の 断 片 が 得 ら れ
た 。 し か し な が ら, Oppenheinらを は じ め と
し て , 多 数 の 研 究 者  24.31.36.39.40)が分 離
し て い る よ う な ヒ ス タ チ ン 1, 3およ び  5な
ど の ア ミ ノ 酸 残 基 数 の 多 い ペ プ チ ド は 得 ら れ
な か っ た 。 こ の 事 実 は 恐 ら く 分 離 ・ 精 製 法 の
違 い に よ る も の と 考 え ら れ る 。 ヒ ス タ チ ン 1
と 3は異 な る 遺 伝 子 か ら 生 成 さ れ, 他 の ヒ ス
タ チ ン は ヒ ス タ チ ン 1と 3から 酵 素 的 分 解 を
受 け て 生 し た も の で あ る と 言 わ れ て い る 37.
38.41)。従 っ て, 著 者 が 逆 相 HPLCパタ ー ン
で 得 た 多 数 の ピ ー ク は 実 験 操 作 中 に 何 ら か の
分 解 を 受 け, 短 い 断 片 ペ プ チ ド の み が 分 離 さ
れ た の か も し れ な い 。
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赤 血 球 凝 集 活 性 の 阻 害 効 果 を 調 べ る 際 に 用
い た 合 成 ペ プ チ ド 1と Ⅱ は, そ れ ぞ れ , ヒ ス
タ チ ン 3とヒ ス タ チ ン 5に相 当 す る 。 ペ プ チ
ド I(ヒ ス タ チ ン 8)よリ ペ プ チ ド Ⅱ (ヒ ス
タ チ ン 5)の方 が 強 い 赤 血 球 凝 集 阻 害 を 示 し
た (表2, 3)。次 い で , ヒ ス タ チ ン 3～10
に 共 通 し て 存 在 す る ヒ ス タ チ ン 8の部 分 配 列
を も つ ペ プ チ ド を 5種類 (Lys―Phe―His―Glu―
Lys―His―Ⅱis―Ser―His―Arg,     His-01u―Lys―
His―Ⅱis―Ser―His―Arg,     Lys―Hi His―ser―
His―Arg―Gly―Tyr,  Lys―Hi His―Ser―His―Arg,
Lys―Phe―His-01u―Lys)合成 し, 同 様 に 阻 害
実 験 を 試 み た と こ ろ, 実 験 結 果 に は 示 さ な か
っ た が, ヒ ス タ チ ン 8に比 べ, 弱 い 阻 害 効 果
が い ず れ の 断 片 ペ プ チ ド に お い て も 認 め ら れ
た 。 し か し, Argをも た な い  Lys―Phe―His―
Glu―Lysは阻 害 活 性 は 極 め て 弱 い も の で あ っ
た 。 こ の よ う に, 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 を 多 く も つ
ヒ ス タ チ ン お よ び そ の 断 片 ペ プ チ ド は 赤 血 球
凝 集 活 性 を 阻 害 し た が , 一 方 , 対 照 に 用 い た
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塩 基 性 ア ミ ノ 酸 を も た な い プ ラ ジ キ ニ ン ポ テ
ン シ エ ー タ ー Cは 赤 血 球 凝 集 活 性 を 阻 害 し な
か っ た 。 以 前 に, 著 者 の 研 究 室 で は サ ル ミ ン
(鮭 由 来 の プ ロ タ ミ ン ), ヘ パ リ ン ー フ ィ プ
ロ ネ ク チ ン 結 合 阻 害 因 子 , ア ン ジ オ テ ン シ ン
I, Ⅱ お よ び Ⅲ の よ う な Argを含 む 塩 基 性 ペ
プ チ ド が 赤 血 球 凝 集 活 性 を 阻 害 す る こ と を 見
出 し て い る が 42), こ の 現 象 は 著 者 の 得 た 結
果 と 相 矛 盾 す る も の で は な い と 思 わ れ る 。
赤 血 球 の 凝 集 阻 害 の 際 , ペ プ チ ド Iが  P.
gingivalis 381株に 実 際 に 結 合 す る か ど う か
を 確 か め る た め に, 1251で標 識 し た ペ プ チ ド
Iを 用 い て 結 合 実 験 を 行 っ た 。 ま ず , 供 試 し
た 16株の 回 腔 細 菌 を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ を
行 う と, P.gingivalis 381株を 含 む グ ラ ム 陰
性 偏 性 嫌 気 性 菌 と の 結 合 性 が 高 く, グ ラ ム 陽
性 レ ン サ 球 菌 と の 結 合 性 は 低 か っ た (表4).
供 試 し た 偏 性 嫌 気 性 菌 の う ち, 予 備 実 験 に お
い て 強 い 赤 血 球 凝 集 活 性 を 確 認 し た 菌 株 は P.
gingivalis 381株と P.gingivalis ATCC
-31-
33277株の み で あ っ た 。 次 い で , 赤 血 球 に 対
す る 本 ペ プ チ ド の 結 合 性 を 調 べ て み た と こ ろ ,
P.gingivaHs 381株と の 結 合 性 に 比 べ, 極 め
て 弱 い も の で あ っ た 。 こ の こ と か ら, 赤 血 球
の 凝 集 阻 害 は, ペ プ チ ド Iが P.gingivaHs
381株の 菌 体 表 面 に 結 合 す る こ と に よ っ て 起
こ る と 考 え ら れ た 。 次 い で , 反 応 温 度 を 4℃
な ら び に 37℃と し て ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た
が , 結 合 性 の 傾 向 に は 差 が み ら れ な か っ た 。
生 理 的 条 件 下 で の 結 合 性 を 追 究 す る に は 37℃
の 方 が 望 ま し い の で あ る が , こ の 温 度 で は
1251で標 識 し た ペ プ チ ド や そ の レ セ プ タ ー の
内 部 化 (internaHzation), 崩 壊 (decay),
再 循 環 (recycHng)が生 じ て い る 可 能 性 が
あ り, ま た P.gingivalis 381株菌 体 か ら 膜 胞
を は じ め, 数 種 類 の タ ン パ ク 分 解 酵 素 や リ ポ
多 糖 (LPS)など が 放 出 さ れ る 可 能 性 も あ る 。
Lantzらは P.gingivalisとフ ィ プ リ ノ ー ゲ ン
と の 結 合 実 験 を 37℃で 行 う と, フ ィ プ リ ノ ー
ゲ ン の 分 解 が 起 こ る と 報 告 し て い る 43.44)。
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こ れ と 同 様 の 現 象 が 生 じ, 37℃で は 本 ペ プ チ
ド が 分 解 さ れ る 恐 れ が あ る 。 そ の た め, 以 後
の 1251で標 識 し た ペ プ チ ド IとPo gingivalis
381株菌 体 と の 結 合 実 験 で は, 反 応 温 度 を 4
℃ と し, 細 胞 の 代 謝 活 性 を 抑 圧 し た (sup―
pressed)条件 下 で 行 う こ と と し た 。
結 合 は 約 10分で 最 大 に 達 す る 迅 速 な 反 応 で
あ り (図6), 非 標 識 の ペ プ チ ド に よ り 阻 害
さ れ た (図7)。 結 合 飽 和 曲 線 の 結 果 (図9)
を 基 に し て, Scatchard解析 を 行 っ た と こ ろ ,
≧J gingivaHs 381株菌 体 に は, Kd値が 約 3.9x
10~6Mで, 細 胞 1個 当 り 約  1.5x104個の 親 和
性 の 低 い レ セ プ タ ー が 存 在 す る こ と が 明 ら か
に な っ た (図 10)。 実 験 結 果 に は 示 し て い
な い が, 著 者 は 既 に, 1251で標 識 し た ペ プ チ
ド Ⅱ を 用 い て 同 様 な 結 合 実 験 を 行 い ,
Scatchard解析 を 行 う と, Kd値が 約 1.5x10~6
Mで , 細 胞 1個 当 り 約  3.6x103個の レ セ プ タ
ー が 存 在 す る こ と を 報 告 し た 45)。
1251で標 識 し た ペ プ チ ド IとP.gingivalis
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381株菌 体 と の 結 合 に 及 ぼ す 2価 金 属 イ オ ン
の 影 響 を 調 べ る と, 反 応 系 に Cu2●ィ ォ ン を
0.5mM加え る こ と に よ っ て , 特 異 的 結 合 が 約
28倍に 増 加 し た (表5)。 zn2●ィ ォ ン, Cd2+
イ オ ン な ど に よ っ て も 特 異 的 結 合 の 増 加 が 認
め ら れ た が, cu2+ィォ ン と 比 較 す る と わ ず か
で あ っ た 。 Cu2●ィ ォ ン が P.gingivalis 381株
の 培 養 上 清 な ら び に 菌 表 層 部 よ り 精 製 し た コ
ラ ー ゲ ン 分 解 酵 素 活 性 や ト リ プ シ ン 様 酵 素 活
性 を 強 く 抑 制 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 46‐5
0).ペプ チ ド Iと 本 菌 株 と の 特 異 的 結 合 が ,
cu2●ィ ォ ン に よ り 強 く 増 大 す る 現 象 に は, 上
記 の 両 酵 素 の Cu2●ィ ォ ン に よ る 阻 害 に よ っ て ,
菌 表 面 の 立 体 構 造 が 変 化 す る 可 能 性 が あ る 。
ま た cu2●ィ ォ ン が ペ プ チ ド Iに 存 在 す る His
の イ ミ ダ ゾ ー ル 基 と 化 学 的 結 合 を 起 こ し, よ
り 安 定 な 立 体 構 造 に 変 わ る こ と も 考 え ら れ る
が , そ の メ カ ニ ズ ム は よ く 分 ら な い 。 本 実 験
で は cu2+ィォ ン 存 在 下 で の Scatchard解析 を
行 っ て い な い が , 今 後 , 検 討 す る 必 要 が あ ろ
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つ 。
さ ら に, 標 識 ペ プ チ ド Iと レ セ プ タ ー と を
DSSによ リ ク ロ ス リ ン ク し, sDS―PAGE後, オ
ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ を 行 う こ と に よ り, ペ プ
チ ド I― レ セ プ｀タ ー 複 合 体 の 存 在 を 確 認 し た
(図 11).CL2+ィォ ン を 加 え な い 場 合 , ペ
プ チ ド ー レ セ プ タ ー 複 合 体 の バ ン ド は 検 出 で
き な か っ た が , cu2+ィォ ン を 加 え て 結 合 量 を
増 加 さ せ る と, 約 46kDaと 43kDaにバ ン ド が
認 め ら れ た 。 し か も, こ の バ ン ド は 非 標 識 ペ
プ チ ド Iを 加 え る と 消 失 し た 。 こ の こ と は ,
こ の バ ン ド が ペ プ チ ド Iと レ セ プ タ ー と の 複
合 体 で あ る こ と を 示 し て お り, 本 ペ プ チ ド と
DSSの分 子 量 を 差 し 引 く と, レ セ プ タ ー の 分
子 量 は 約 44kDaと 41kDaであ る と 計 算 さ れ た 。
SDS―PAGEを行 う と き に, SDSを含 む 試 料 用 ト
リ ス 塩 酸 緩 衝 液 で 本 ペ プ チ ド ー レ セ プ タ ー 複
合 体 を 溶 解 し た 。 次 い で , 放 射 能 活 性 を 測 定
す る と, 可 溶 化 さ れ ず に 菌 体 と と も に 残 留 し
た も の が 多 か っ た 。 今 後 , 凍 結 融 解 法 や 他 の
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可 溶 化 剤 と の 併 用 を 含 め て , ペ プ チ ド ー レ セ
プ タ ー 複 合 体 の 可 溶 化 に 工 夫 が 必 要 で あ ろ う 。
そ う す れ ば, Cu2+ィォ ン 非 存 在 下 で も, オ ー
ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ に よ リ レ セ プ タ ー バ ン ド が
検 出 で き る よ う に な る か も し れ な い 。
Scatchard解析 で は, そ の プ ロ ッ ト は 直 線
を 示 し て お り, 1種類 の レ セ プ タ ー の 存 在 が
予 想 さ れ た 。 ク ロ ス リ ン ク 後 に オ ー ト ラ ジ オ
グ ラ フ ィ を 行 う と, 2本の レ セ プ タ ー バ ン ド
が 近 接 し て 検 出 さ れ た 。 sDS―PAGEは2-メル カ
プ ト エ タ ノ ー ル を 加 え た 還 元 状 態 の み で 行 っ
た の で , ペ プ チ ド ー レ セ プ タ ー 複 合 体 内 の S―
S結 合 が 切 断 さ れ た こ と が 考 え ら れ る 。 あ る
い は, 操 作 中 に ペ プ チ ド ー レ セ プ タ ー 複 合 体
が 一 部 分 解 し た の か , cu2+ィォ ン 存 在 下 の た
め , 本 来 の レ セ プ タ ー 以 外 の バ ン ド を 検 出 し
た 可 能 性 も あ る 。
ヒ ス タ チ ン (HRP)の生 物 学 的 活 性 と し て
は , こ れ ま で に, 前 述 し た 細 菌 に 対 す る 抗 菌
性 が 知 ら れ て い る の で , 著 者 は L gingivalis
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に 対 す る 抗 菌 作 用 を 調 べ る た め に, MacKayら
の 方 法 28)に従 っ て 実 験 を 行 っ て み た 。 結 果
に は 示 さ な か っ た が , 抗 菌 作 用 は 認 め ら れ な
か っ た 。 し か し, 結 合 実 験 の 結 果 よ り 考 え る
と, ヒ ス タ チ ン は P.gi｀ngivalisに対 し て 抗 菌
的 な い し は 殺 菌 的 に 作 用 し て い る と は 考 え ら
れ ず , む し ろ 静 菌 的 (bacteriOstatic)に作
用 し て い る も の と 思 わ れ る 。 そ の ほ か , ヒ ス
タ チ ン に は, ラ ッ ト 肥 満 細 胞 か ら ヒ ス タ ミ ン
を 遊 離 さ せ る 作 用 が あ る こ と が 報 告 さ れ て い
る 39,40).本実 験 で は, ヒ ス タ チ ン が
PogingivaHs 381株に 特 異 的 に 結 合 し, 赤 血
球 凝 集 活 性 を 阻 害 す る ペ プ チ ド で ぁ る こ と を
明 ら か に す る こ と が で き た 。 Po gingivalisの
も つ タ ン パ ク 分 解 酵 素 と 赤 血 球 凝 集 素 と の 関
連 に つ い て , こ れ ま で に, い く っ か 報 告 が み
ら れ 16.51), 赤 血 球 凝 集 素 は ト リ プ シ ン 様 酵
素 で は な い か と 示 唆 す る 見 解 が 多 い 。 ご く 最
近 , Nishikataらは Pogingivalis 381株の エ
ン ペ ロ ー プ よ リ ト リ プ シ ン 様 酵 素 を 精 製 し ,
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ヒ ス タ チ ン 5が ト リ プ シ ン 様 酵 素 活 性 を 抑 制
す る こ と を 報 告 し て い る 52)。 著 者 ら も ,
Otsukaらの 方 法 53)によ っ て, 本 菌 株 の 培 養
上 清 よ り 精 製 し た ト リ プ シ ン 様 酵 素 画 分 に は
赤 血 球 凝 集 活 性 が 存 在 し, ロ ィ ペ プ チ ン や ア
ン チ パ イ ン 程 強 く は な い が , ペ プ チ ド Iぉ ょ
び Ⅱ が ト リ プ シ ン 様 酵 素 活 性 を 抑 制 す る こ と
を 確 認 し て い る (未 発 表 )。 ヒ ス タ チ ン の ト
リ プ シ ン 様 酵 素 の 阻 害 様 式 に は 基 質 (ヒ ス タ
チ ン )一 酵 素 (ト リ プ シ ン 様 酵 素 )結 合 の 可
能 性 が 考 え ら れ, 本 実 験 で 示 さ れ た ォ ー ト ラ
ジ オ グ ラ フ ィ で 検 出 さ れ た 44kDaのレ セ プ タ
ー が ト リ プ シ ン 様 酵 素 で あ る 可 能 性 は 極 め て
強 い 。 し か し, 41KDaのタ ン パ ク 質 の 正 体 は
現 在 の と こ ろ 不 明 で あ る 。 こ れ ら の 点 と レ セ
プ タ ー の 局 在 性 の 解 明 は, 今 後 の 研 究 に 待 ち
た い 。
ヒ ス タ チ ン の 回 腔 生 物 学 的 意 義 に 関 し て は
ま だ よ く 分 ら な い 点 が 多 い が, 著 者 の 得 た 成
績 や こ れ ま で 報 告 さ れ た 結 果 を 勘 案 す る と ,
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ヒ ト 唾 液 に は 6-10 mg/dlのヒ ス タ チ ン が 存 在
す る と 考 え ら れ る 27.39.40)。P.gingivalis
の も つ 病 原 性 に 対 す る ヒ ス タ チ ン の 影 響 を さ
ら に 追 究 す る こ と に よ っ て, 本 ペ プ チ ド に よ
る 日 腔 内 自 浄 作 用 の ほ か
｀
に, 本 菌 に よ る 感 染
に 対 す る 防 御 的 因 子 と し て の 役 割 が 次 第 に 明
ら か に さ れ る で あ ろ う。
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結 論
ヒ ト 耳 下 腺 由 来 の 唾 液 よ り, P.gingivalis
の 赤 血 球 凝 集 活 性 を 阻 害 す る ペ プ チ ド を 分 離
・ 精 製 し, 諸 性 質 の 一 端 を 調 べ た 結 果 , 以 下
の 結 論 を 得 た 。
1.ヒ ト 耳 下 腺 由 来 の 唾 液 よ り, 限 外 濾 過 ,
DEAE―Sephadex A-25を用 い た 陰 イ オ ン 交 換 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ, Sephadex G-25を用 い た ゲ
ル 濾 過 お よ び 逆 相 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
を 組 み 合 わ せ て 精 製 し た ペ プ チ ド は, ァ ミ ノ
酸 残 基 が 12個で , そ の 一 次 構 造 は  Lys―Phe―
His―Glu―Lys―His―His―Ser―His―Arg―Gly―Tyr
で あ り, 分 子 量 は 1562であ っ た 。
2.精 製 し た ペ プ チ ド は 合 成 品 と 同 程 度 に
P.gingivaHs 381株の 赤 血 球 凝 集 活 性 を lo~5
Mの 濃 度 で 完 全 に 阻 害 し た 。
3. 種 々 の 日 腔 細 菌 と 合 成 ペ プ チ ド と の 結 合
性 を 調 べ る と, P.gingivalis 381株を 含 む
偏 性 嫌 気 性 菌 と の 結 合 能 が 強 か っ た 。
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4.P.gingivalis 381株と 合 成 ペ プ チ ド と の
結 合 実 験 の 結 果 か ら, Scatchard解析 を 行 い ,
本 ペ プ チ ド と レ セ プ タ ー の 親 和 性 (Kd値)お
よ び 細 胞 1個 当 り の レ セ プ タ ー 数 を 4℃の 条
件 下 で 求 め る と, Kd値は 3。 9xlo~6Mとな ｀り ,
低 親 和 性 を 示 し, レ セ プ タ ー 数 は 1.5xlo4個
/細 胞 で あ っ た 。
5。 P.gingivalis 381株と 合 成 ペ プ チ ド と の
結 合 に 及 ぼ す 2価 金 属 イ オ ン の 影 響 を 調 べ た
と こ ろ, Cu2+の添 加 に よ り 結 合 能 が 著 し く 増
加 し た 。
6.レ セ プ タ ー と 標 識 ペ プ チ ド と を cu2+存在
下 で  DSSを用 い て ク ロ ス リ ン ク さ せ , sDS―PA
GE後, オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ を 行 っ た と こ ろ ,
分 子 量 約 44kDaと 41kDaに本 ペ プ チ ド に 対 す
る レ セ プ タ ー が 認 め ら れ た 。
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稿 を 終 え る に 臨 み , 終 始 御 懇 篤 な る 御 指 導
と 御 校 間 を 賜 っ た 大 阪 大 学 歯 学 部 予 防 歯 科 学
講 座 常 光  旭 教 授 な ら び に 雫 石  聰 助 教 授 に
深 甚 な る 謝 意 を 表 し ま す 。 ま た, ア ミ ノ 酸 分
析 , ア ミ ノ 酸 配 列 の 決 定 , ペ プ チ ド の 合 成 に
御 協 力 い た だ き ま し た 大 阪 大 学 蛋 白 質 研 究 所
附 属 蛋 白 質 工 学 基 礎 研 究 セ ン タ ー ペ プ チ ド 研
究 系 , 相 本 二 郎 助 教 授 に 深 謝 い た し ま す 。 そ
し て , ペ プ チ ド の 結 合 実 験 に 御 協 力 い た だ き
ま し た 元 本 学 生 化 学 講 座 加 藤 幸 夫 助 教 授 (現
在 , 広 島 大 学 歯 学 部 生 化 学 講 座 教 授 )な ら び
に 本 学 生 化 学 講 座 中 島 和 久 博 士 に 厚 く 御 礼 申
し 上 げ ま す と と も に, 予 防 歯 科 学 講 座 の 諸 先
生 方 に 謝 意 を 表 し ま す 。
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Purification and some properties
of a peptide fron hunan parotid saliva
which inhibits hemagglutination of
Porphyromonas gingivalis
Yukitaka MURAKAMI
Department of Preventive Dentistry
Osaka University Faculty of Dentistry
l-8, Yanad aoka, Sulta, Osaka 565, Japan
Iey ■ordsE hiStidine―r ch peptide・hemagglutination・Porphyrononas
gingivalis・ rec eptor
It is known that hemagglutination of Porphyromonas gingivalis is
inhibited by ■hole saliva, especially high―llolecul ar―llass components of
saliva. However, little attention has been paid to the inhibitory
substances such as lo■―■olecular―m ss peptides on hemagglutination.
A peptide from human parotid saliva which inhibits hemagglutination
of P.gingivalis 381 was purified by ultrafiltration followed by DEAE―
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Sephadex A-25 column chromatography and by gel filtration on Sephadex G―
25, and then by reverse―phas  HPLC. The colnplete anino acid sequence of
the peptide determined by automated Edman degradatiOn was as follows;
Lys―Phe―His―Glu―Lys―His―His―Ser―His―Arg―Gly―Tyr. The peptide contained
12 residues and the charged anino acid predominated with 4 histidine, 2
lysine, l arginine and l glutanic acid residues, thus being a histidine―
rich peptide. The peptide was an active inhibitor of hemagglutination Of
P.gingivalis 381. The bacterial cells were incubated with the 1251_
peptide in the presence or abscence of the unlabeled peptide, to
evaluate the peptide binding capacity of the cells. The binding of the
peptide was rapid, reversi ble, saturable and specific. The number of the
peptide binding sites per cell was l.5x104, and the dissociation
constant (Kd) was in the order of 10~6 M. The binding was increased
about 30-fold by addition of O.5 mM Cu2●. crOsslinking experinent of
1251_peptide to P.gingivalis cell surface receptor with disuccininidyl
suberate (DSS) in the addition of O.5 mM Cu2, reVealed the presence of
two receptors with apparent molecular masses of about 44 and 41 kDa
respectively。
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図 の 説 明
図  l  DEAE―Sephadex A-25によ る イ オ ン 交
換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ パ タ ー ン
赤 血 球 凝 集 活 性 の 阻 害 が 認 め ら れ た
画 分 を 中― で 示 し た 。
図  2 Sephadex G…25によ る ゲ ル 濾 過 パ タ
―  ン
赤 血 球 凝 集 活 性 の 阻 害 が 認 め ら れ た
画 分 を ・― で 示 し た 。
図  3 SDS―PAGEによ る 部 分 精 製 標 品 の 泳 動
像
レ ー ン : 1.部分 精 製 標 品
2.分 子 量 測 定 用 標 準 ペ プ
チ ド 標 品
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図  4 YMC―GEL ODS S5によ る 逆 相 HPLCパタ
―  ン
矢 印 で 示 し た ピ ー ク を 集 め た 。
図  5 精 製 ペ プ チ ド に よ る P.gingivalis
381株菌 体 と 赤 血 球 と の 凝 集 の 阻 害
曲 線
― :対 照
一一 :精 製 ペ プ チ ド (10~5M)
図  6 P.gingivaHs 381株菌 体 と 標 識 ペ プ
チ ド と の 結 合 の 経 時 的 変 化
○ : 総 結 合 (cpm )
△ :非 特 異 的 結 合 (cpm)
● :特 異 的 結 合 (cpm)
図  7 P.gingivaHs 381株菌 体 と 標 識 ペ プ
チ ド と の 結 合 に 及 ぼ す ペ プ チ ド の 影
響
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図  8 P.gingivans 381株菌 体 と 標 識 ペ プ
チ ド と の 結 合 に 及 ぼ す 菌 体 量 の 影 響
○ : 総 結 合 (cpm )
△ :非 特 異 的 結 合 (cp■)
｀
● :特 異 的 結 合 (cpm)
図  9 P.gingivaHs 381株菌 体 と 標 識 ペ プ
チ ド と の 結 合 の 飽 和 曲 線
○ : 総 結 合 (cpm )
△ :非 特 異 的 結 合 (cp■)
● :特 異 的 結 合 (cpm)
図 10 P.gingivans 381株菌 体 の ペ プ チ ド
レ セ プ タ ー の Scatchard解析
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図 11 標 識 ベ プ チ ド ー レ セ プ タ ー 複 合 体 の
オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ
レ ー ン : 1. 標 識 ペ プ チ ド と 非 標 識
ペ プ チ ド を 添 加 し た も
の 。
2.標 識 ペ プ チ ド の み 添 加
し た も の 。
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表 の 説 明
表  1 精 製 標 品 の ア ミ ノ 酸 組 成
*:()内 に 推 定 さ れ る 残 基 数 を 示   ~
す 。
表  2 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 法 で 測 定
し た 合 成 ペ プ チ ド に よ る P.gingiva―
Hs 381株の 赤 血 球 凝 集 活 性 の 阻 害
対 照 と し て Bradykinin potentiator
Cを 用 い た 。
表  3 吸 光 度 計 で 測 定 し た 合 成 ペ プ チ ド に
よ る P.gingivaHs 381株の 赤 血 球 凝
集 活 性 の 阻 害
対 照 と し て Bradykinin potentiator
Cを 用 い た 。
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ペ プ チ ド I, Iの一 次 構 造 は 表 2に
示 し た も の と 同 じ で あ る 。
表 中 の 数 値 は 2回 の 実 験 の 平 均 値 を
示 す 。
表  4 標 識 ベ プ チ ド と 口 腔 細 菌 , 赤 血 球 と
の 結 合 性
表 中 の 数 値 は 2回 の 実 験 の 平 均 値 を
表 す 。
表  5 標 識 ペ プ チ ド と P.gingivaH s 381株
と の 結 合 に 及 ぼ す 2価 金 属 イ オ ン の
影 響
表 中 の 数 値 は 2回 の 実 験 の 平 均 値 を
示 す 。
-70-
?
?
?
?
?
?
，―
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
????
）?
?
?
0.00
15050 100
試験管番号
図 l DEAE―Sephadex A-25によるイオン交換クロマ トグラフィパターン
赤血球凝集活性の阻害が認められた画分を 一一― で示 した。
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図2 Sephadex G-25によるゲル濾過パターン
赤血球凝集活性の阻害が認められた画分を ――― で示した。
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図4 YMC―GEL ODS S5による逆本目HPLCパターン
矢印で示 した ピークを集めた。
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図5 精製ペプチ ドによる P.gingivalis 381株菌体と赤血球との凝集の阻害
曲線
―
:対照
――一一 :精製ペプチ ド(lx10~5M)
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図6 P.gingiValis 381株菌体と標識ペプチドとの結合の経時的変化
○ :総結合 (cpm)
△ :非特異的結合 (cpm)
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図7 Po gingivalis 381株菌体と標識ペプチ ドとの結合に及ぼす非標識ペプチド
の影響
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図8 P.gingivalis 381株菌体と標識ペプチドとの結合に及ぼす菌体量の影響
○ :総結合 (cpm)
△ :非特異的結合 (cpm)
● :特異的結合 (cpm)
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図9 P.gingivalis 381株菌体と標識ペプチドとの結合の飽和曲線
○ :総結合 (cpm)
△ :非特異的結合 (cpm)
● :特異的結合 (cpm)
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図10 P.gingivalis 381株菌体のペプチ ドレセプターのScatchard解析
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表1 精製標品のアミノ酸組成
アミノ酸 部分精製標品 精製標品
アスパ ラギ ン酸
スレオニン
セ リン
グルタ ミン酸
プロ リン
グ リシン
アラニ ン
パ リン
メチォニ ン
イソロイシン
ロイシン
チ ロシン
フェニルアラニ ン
ヒスチ ジン
リジン
アルギニン
1. 68
0. 07
2. 30
3. 02
3. 65
3. 04
1
0。 1 3
0. 03
0. 12
0。 2 1
0. 70
0。 95
3. 88
3. 93
3. 11
0.07
0. 00
0。 91 (1)*
1. 34 (1)
0. 00
1     (1)
0. 02
0. 03
0. 02
0. 00
0.00
0。 96 (1)
0。 99 (1)
3. 80 (4)
1. 89 (2)
1. 06 (1)
[M+H]・ 1562.9
*:()内に推定される残基数を示す。
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表2 マイクロタイタープレー ト法で測定 した合成ペプチ ドによるPo gingivalis
381株菌体の赤血球凝集活性の阻害
ペプチ ド 一次構造 最小阻止濃度
(μM)
1                     5                         1o
対照    Pyr―GlyLeu―Pro―Pro―Gly―Pro―Pro―He―Pro―    >420.0
11
Pro
1                 5                    1o
I         Lys―Phe―Hi -01u―Lys―His―His―Ser―His―Arg-          6。4
11
Gly―Tyr
1                5                   1o
Ⅱ        Asp―Ser―HisAla―Lys―Arg―His―His―Gly―Tyr-          0。8
11              15                  20
Lys―Arg―Lys―Phe―His―Glu―Lys―His―His―Ser―
21
His―Arg-01y―T r
対照として Bradykinin potentiator Cを用いた。
-81-
表3 吸光度計で測定 した合成ペプチ ドによるP.gingivalis 381株菌体の赤血球
凝集活性の阻害
ペプチド濃度
(M)
阻害率 (%)
対照
lx10-4
5x10~5
lx10-5
5x10‐6
lx10-6
5x10~7
lx10-7
5x10~8
0
0
0
0
0
0
0
0
100
100
100
96
25
10
0
0
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
対照としてBradykinin potentiator Cを用いた。
ペプチ ドI,Iの一次構造は表2に示したものと同じである。
表中の数値は2回の実験の平均値を示す。
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表4 標識ベプチ ドと口腔細菌,赤血球との結合性
特異的結合 (cpm)
菌株
4℃ 37℃
Porphyromonas gingivalis 381
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277
Prevotella loescheii ATCC 15930
Prevotella melaninogenica ATCC 25845
Prevotella intermedia ATCC 25261
Prevotella denticola ATCC 33185
Streptococcus cricetus E49      (a)*
Streptococcus rattus FA-1       (b)
Streptococcus mutans NCTC 10449 (c)
Streptococcus sobrinus B13      (d)
Streptococcus nutans MT703R     (e)
Streptococcus mutans OMZ175     (f)
Streptococcus sobrinus 6715     (g)
Streptococcus downei MFe28      (h)
Streptococcus mitis ATCC 9811
Streptococcus sanguis ATCC 10557
赤血球
1928
1499
656
2400
1561
1740
54
257
50
5
675
43
2892
906
1006
640
1036
1674
171
80
82
45
248
206
282
91
306
6
939
92
107
*:血清型を示す。
表中の数値は2回の実験の平均値を表す。
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表5 標識ペプチ ドとP.gingivalis 381株との結合に及ぼす2価金属イオンの
影響
2価金属イオン
(500 ル
`M)
特異的結合
(cpm)
相対的結合度
(倍)
対照
M.2+
ca2●
Mg2+
Fe2●
zn2●
cu2●
Ni2+
c。2+
cd2+
1454
3175
1687
1640
1632
8015
40264
2905
3157
6557
1
2。 2
1.2
1.1
1.1
5。 5
27.7
2.0
2.1
4.5
表中の数値は2回の実験の平均値を示す。
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-14.6K
図 3
= 8:Z炎
―  - 2.6K
SDS―PAGEによる部分精製標品の泳動像
レーン:1.部分精製標品
2.分子量測定用標準ペプチ ド標品
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図11
-94K
-67K
-43K
-30K
-20K
-14K
標識ベプチ ドー レセプター複合体のオー トラジオグラフィ
レーン:1.標議ペプチドと非標識ベプチドを添加したもの
2.標識ベプチドのみ添加したもの
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